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 ヒ ドロキシプロリンの生 合成
 水酸 化酵素の合成 基質
 水 酸化酵素 によ るモ デルペプチ ドの水酸化
 モデルペプチ ドの合成 と物性
 ペプチ ドの長きと水酸化され易さ
 ペ プチ ドの con fo rmationと水酸化され 易さ
 末端ア ミノ 基及 びカ ルボキ シル基の影響
 水酸 化を 受け る位 置






 コラ ーゲンは結 合組 織のタンパク質で, その分子は三本 らせん構造をと る。 ヒ ドロキシプロリン は,
 コラーゲンに特有なアミノ酸だが, コラーゲン 前駆体タンパク質にとりこまれたプロリンが水酸化酵素
 で水酸化きれて 合成され る。 合成ペプチ ド, (PrO -Gly -P ro)π中のプロリンも水酸化酵素で水酸化
 される。
 第二章 水酸化酵素によるモデルペプチ ドの水酸化
 第1 節1 モデルペ プチ ドの合 成と 物性
 従来のモデルペ プチ ド, (PrO -Gly -PrO )π は, いろ いろな長さ のべプチ ドの混合物であっ た。
 そ、二 で固相合成法 にフラグメン ト縮合をとりいれて 分子量が明確なモデルペプチド(Pro -P ro -Gly)
 πを合成した。 分子量の大きい (Pro -Pro -Gサ) 了し,(πコ 10, 15, 20 )は正確 に三本会合し, 天然の
 コラーゲンと同じ三本 らせ ん構造をとり, 熱す ると変性して一本鎖になる。
 第2節1ペプチ ドの長さと水 酸化され易さ
 水酸化酵素を同一重量濃度の(Pro -Pro -Gly)π, (π〒1,3, 5, 10, 15, 昇0 )に f乍用させ た。 ペプチ
 ド鎖 が長くな る にっ れてπ=5まで は水酸化
 され易くなるが, それ以上になると, むしろ
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 水酸化され難くなる。 (図一 1)
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 第3節1ペプチドのconforma七ionと ド
   水酸化され易さ ロ
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 三本らせん構造をもつ (PrO-Pro-Gly)・5 シ
                     プ
 を熱処理( 100℃, 30分間)してから酵素を ロ
                     リ
 作用させると, 酵素へのaffin三tyが増し, 水 ン
                     生
 酸化される率が増加する。 一方, はじめから 成 10
                     量
 一本鎖の(1) ro-PrO -G !y)5の水酸化は熱処 (μg)
 理で何の影響もうけない。
 したがって, 一本鎖のペプチドは長いほど水 0
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 酸化され易いが, 三本らせん構造をもつ と水
 靴され難く, 熱処理で高次構造が崩れると ペプチドの恥(Pr・Tr・一時)n
                       図1 ペプチ ドの長さと水酸化され易き
 水酸化され易くなるのであろ う。
 第4節; 末端アミノ 墓及 ぴカルボキシル 基及ぴカ ルボキシル 叢の影 響
 (P ro -P ro -G ly)3 の末端アミノ 基及びカ ルボキシル基 を, そ れぞ れAOC一(七一amyl oxycar bolly 1)
 基とベンジルエステル基でブロックして 水酸化酵素を作用させ た。 両末端ともブロックさ れたAOC一
 (1) ro -PrO -G ly) rOBz1はブロッ クされ ない (Pro-P ro -G ly)3より約 2倍 水酸化され, 両末端
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 のうち どち らか一一方だけ ブロックき れた AOC一(Pro -P ro -G ly)3 や (Pro -P ro 一{} ly)3 -OBzl も
 約 L7倍水酸化された。 したがって, ペ プチ ドの末端基は, 水酸化 に阻害的に作用するのだろ う。 ペプ
 チドが長くなるとその影響が減少するので, 一本鎖のペプチ ドは長いほど水酸化さ れるのだろ う。
 第5節; 水酸化を受ける位置
 AOC一(Pro -P ro -G ly)3 一{)Bz lに水酸化酵素を作用させた後, コラゲナーゼで3っ のPro -P ro
 -G ly 単位ペ プチ ドに相当するフラグメントに分解す る。 各フラグメン トのうち, 中央部のものが最も
 水酸化される率が高かっ た。 したがって, 同じアミノ酸配列をもつ単位ペ プチ ドで も, ペプチ ド鎖の末
 端にあるものよ り, 中央部にあるものの方が水酸化きれ易いといえ る。
 第6節;モデルペプチ ド中の水酸基の 影響
 Z -G ly -P ro -H yp -G ly 一(Pro -Pro -G ly )5と AOC一(Pro-P ro -G ly)・に水酸化 酵素 を作用
 きせた後, コラゲ'ナーゼでフラグメ ン トに分解する と, 予めヒ ドロキシプロリンを含 むア ミノ末端部分
 は酸性フラグメントとな り, 他の部分は中性フラグメ ントとな る。 中性フラグメン トの水酸化率を比較
 する と, 予めヒ ドロキシプロ リンを含んでいて もいなくて も, 全然, 差が認め られなかっ た。
 したがって, 予め含まれているヒ ドロキシプロ リン は, ペ プチ ドの水酸化に は何 の影響も及して いな い、
 ペプチ ドの水酸化は, アミノ末端の一〇H基から次々 と, Zipper 反応的に進むのではないらしい。
考章一一一第
察
 く りかえし構造 と分子量が厳密に定まつ たモデルペ プチ ドを用いて, プロ トコラ ーゲン ープロ リンー
 ヒ ドロキシラ一世 の作 用機 構と基質特異性 を明 らかにしょ うとし た。 そ の結果, 天然 のコラ ーゲン にみ
 られる三本 らせん構造 は, ペプチ ドが水酸化さ れるのに不利な confor ma“ On であるこ とを見い出し,
 確認した。 一本鎖のペ プチ ドは長いほど水酸化さ れ易いが, それはペ プチ ドの末端部に比べて中央部が
 水酸化され易いためであると説明でき た。 酵素による水酸化は, ペプチ ドのアミノ 末端の一〇Hか ら次
 次とZipper 反応的に進むのではないかと思っ たが, この考えは否 定き れた。
 以上 の結果よ り, ペ プチ ド中の酵素の基質特異性を満す部分が, ほ ダ独立的に酵素へ afflnl七y をも
 って 水酸化されて いく ので はな いか と推定き れ る。
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 論文審査結果の要旨
 菊地康夫提出の論文 は生体内にお いて コラ ーゲンの生合成 の際作用する一つ の酵素, プロ トコラ ーゲ
 ンプロリンヒ ドロキシラ ーゼの作用機構, 特異性を明らかにしょ うとするもので4章より成り立つ。
 第1章は緒論でコラーゲンが動 物体タンパクの査 を占める重要なタンパク であるこ と, その中に10%
 程含まれるヒ ドロキシプロリンはプロ リン としてタンパク質の中 に組み入れられた後に水酸化さ れるも
 のであること, この水酸化酵素がプロ トコラーゲン と呼ばれる大き な分子に空気中 の酸素をとり込ませ
 るいわゆるヒ ドロキシラーゼであるこ と, 合成基質 を用いてこの酵素の作用研究がこ れまでにいく らか
 行わ れて来たこ とを述べてい る。
 第2章は菊池が合成したプロ トコラーゲンモデルペプチ ドにつ き, その合成法, 物性, およ び酵素に
 よる水 酸化 につ いて 述べたもの で, 本論文の主 部で あ る。
 菊池 はプロリン ープロリンーグリ レン の3つのアミノ酸か ら成 るペ プチ ドを1ケから20ケ 正確にわか
 った回数つなぎ合わせることによ り, 大きさがはっ きりした数種のポリペプチ ドを 合'成し た。 このもの
 は従来得 られてい た大きさ不確 定のポリマ 一と は異 る興味深い性質 を有 す る。 すなわち 10ケ以上つなが
 るものは天然のコラ ーゲン分子と同様に3本 らせん を組んで会合し, 分子量が3倍 とな り, 旋光度も大
 きく袈 る。 またこのように会合したものはケ 数に従って一定の融点(解離点) を示し温度を上げれば解
 離す る。
 さてコラ ーゲンプロ リンーヒ ドロキシラ一世では単鎖のものは長 い程水酸化さ れ易く, 三本 らせんに
 なると 水酸化さ れ難 い。 三本 らせんのもの は反 応前に一度温度 を上げて解離きせてやれ ば水酸化さ れ易
 くな る。
 ま た同じ酵素 により単鎖のものが水酸化さ れる場 合, 鎖の両末端よりは中央部の方が水酸化され易 い。
 末端 を保 護基でふさ いでや ると水酸化さ れ易 いこ となどがわ かっ た。
 第3章で は以上の結果を考察し第4章ではこれをまとめてい る。
 以上菊池康夫の論文はプロ トコラ ーゲンプロリンヒ ドロキシラーゼの基質として, プロ リン・ プロリ
 ン・ グリ シン のく り返し構造から成る分子量の はっ きりしたポリペ プチ ドを合成 し, そ の物性と水酸化
 され易さ との間の関係 を初めて明らかにしたものであ る。
 よって審査員らは菊池康夫提出の論文は理学博士の学位論文として合格 と認め た。
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